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摘要:目的  建立改良分子信标实时 PCR快速检测大肠杆菌 O157: H7的快速方法。  方法  根据 GenBank 公布
O157:H7 的 rfbE保守序列, 设计一对引物和改良分子信标探针, 用 FAM荧光剂标记探针的 5. 端, 建立改良分子信标实
时 PCR检测 O157: H7 的反应体系,应用于食物中毒快速诊断和食品微生物检测。  结果  共检测11 种细菌, 只有大肠
杆菌 O157: H7 有荧光信号,其余 10 种全无荧光信号, 且与其他细菌无交叉反应, DNA 灵敏度为 64fg, 菌液灵敏度为
59cfu/ ml或 2cfu/ PCR反应体系。应用改良分子信标实时 PCR 反应体系检测 10 株 O157: H7 均出现特异的荧光信号, 无
干扰。对 89 份食品样品进行检测, 5 份O157 :H7 实时 PCR阳性, 其余样品为阴性, 检测仅需 2h。5 份阳性样本,经传统
方法培养,有 3 份检出大肠杆菌 O157: H7。  结论  改良分子信标实时 PCR检测体系快速、灵敏度高, 特异性强,可用
于大肠杆菌 O157: H7食物中毒的快速诊断和食品微生物检测, 为食源性疾病的分子流行病学调查提供新的检测手段。
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Rapid Detection of E. coli O157 : H7 by using modified beacons and real- time PCR.HE Lian- hua, HU Qing- hua, SHI
Xiao- lu, et al. (Shenzhen Municipal Center for Disease Control and Prevention, Shenzhen 518020, Guangdong, P. R. China)
Abstr act: Objective  To establish a method for rapid detection of E . coli O157 :H7 from samples of contaminated food by using
modified molecular beacons and real- time PCR.  Methods  The primers and modified molecular beacons were designed based on
the core sequence of rfbE gene published on GenBank for detection of E. coli O157: H7 . The probe was labeled with FAM at 5. end.
The molecular beacons and primer set was tested against numerous strains from 11 different bacterial species and used for rapid detec2
tion and diagnosis of ffod poisoning.  Results  For the modified molecular beacons- based real- time PCR assay, the sensitivity
was 64fg, 59cfu/ ml or 2cfu/ PCR reaction. There was no cross - reaction with other bacteria as control. The real- time PCR assay
was used to detect 10 E . coli O157 :H7 and no false signals were observed. 89 food samples were tested and E. coli O157 :H7 was de2
tected from 5 samples by real time PCR. 3 samples were positive for E . coli O157: H7 detected by traditional culture method. The
overall test could be finished within 2 hours.  Conclusion The modified molecular beacons- based real- time PCR assay is rapid,
sensitive and specific for detection of E. coli O157: H7 from contaminated food.
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  肠出血性大肠杆菌 ( Entero Hemorrhagic E1 coli) O157 : H7 是
近十年来认识的一种引起人类出血性结肠炎(Hemorrhagic coli2
tis HC)和溶血性尿毒综合怔(Hemolytic aremic syndrom HUS)的
肠道致病菌[1]。由于 E1O157 : H7 感染剂量极低, 在食入不足 5
个细菌就可引起疾病, 且病情发展快, 死亡率高, 近年在欧美、
日本等国已多次爆发流行, 对人类的健康构成了重大的威
胁[2]。我国 1986 年已发现 E1O157: H7 感染病人, 并在安徽、江




测,细菌从分离、培养、鉴定需要 1 周左右的时间, 耗时耗材, 而
且检出率很低,显然对 E1O157: H7等恶性病原体爆发的诊断不








用改良分子信标技术建立 E1O157: H7 的实时 PCR方法,和国家
标准方法比较,显示新方法的准确性和灵敏度, 并用于食物中




111  实验菌株  包括 1株沙门氏菌、1 株志贺氏菌、1 株 EPEC、
1 株 EIEC、1 株 ETEC、1 株 O157: H7、1株金黄色葡萄球菌、1 株蜡
样芽孢杆菌、1株李斯特菌、1 株变形杆菌、1 株副溶血性弧菌,
全部菌株均购自中国药品生物制品检定所。
112  模板提取  全部菌株经 LB增菌培养过夜后, 菌体用
500Ll TEbuffer悬浮 ,加入终浓度为 1% SDS和 012Lg/Ll的蛋白
酶K, 55e 作用 1h 后,用酚- 氯仿抽提 DNA。或取 1ml菌液,离
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心沉淀,制备菌悬液, 煮沸,取上清夜 5Ll用于实时 PCR反应。
113  引物和探针设计  根据 GenBank 公布的 O157:H7 rfbE 的序
列并比较分析,自行设计一对引物和探针, 引物和探针均由上
海 Sangon 公司合成,探针用 FAM标记。
114  PCR反应条件  反应总体积为 25Ll, 内含 5Ll模板, 215Ll
110ÇPCR缓冲液, 115mmoMgc12, 0125mmol/ Ld- NTP, IUTaq 酶 ,
25pmol引物, 25pmol探针。实时 PCR 反应参数为 94e 预变性
5min, 40 个循环中 94 e 变性 30s, 52e 退火 40s, 72 e 延伸 30s。
用 icycle荧光PCR扩增仪( Bio- Rad)检测退火的荧光。
115  结果判断  检测样本 Ct值小于等于 3510 时,测定结果有
效,可直接报告样本阳性;检测样本 Ct值大于 3510 且小于 40
时,重复一次,如果 Ct 值仍小于 40, 且曲线有明显的对数增长
期,可报告样本阳性, 否则报告样本阴性;检测不到样本 Ct 值
时,报告样本阴性。
116  特异性检测  用上述 11 种细菌作对照, 对 O157 : H7 进行
rfbE 改良分子信标实时 PCR扩增。取 O157: H7作为代表株, 包
括 DNA灵敏度分析和菌液灵敏度分析。DNA 灵敏度分析为按
常规DNA提取方法提取模板 DNA用Ultrospec 2000 紫外可见光
核酸分析仪(Phamacia公司)测 DNA 的浓度。然后进行 5 倍稀
释,每个稀释度取 1ul用于实时 PCR反应。菌液灵敏度分析为
O157: H7增菌后, 进行 10倍稀释, 工作 10个稀释度, 然后依次取
10 个稀释度的 1ml菌液进行实时 PCR反应。
2  结果
2. 1 特异性分析  11 种细菌经改良分子信标体系检测, 只有
O157: H7有荧光信号其他细菌无荧光信号, DNA 灵敏度为 64fg/
Ll, 菌液灵敏度为 59cfu/ ml或 2cfu/ PCR反应体系。
212  样本检测结果  对 89 份样本以改良分子信标实时 PCR
快速检测结果见表 1。
表 1  89 份样本以改良分子信标实时 PCR
O157: H7 的检出情况
样品种类 份数 阳性份数(% )
猪肉(生) 22 2( 910)
牛肉(生) 14 1( 710)
鸡肉(生) 17 1( 410)
鸭肉(生) 9 0
鱼肉(生) 16 1( 610)
羊肉(生) 9 0
蔬菜(生) 2 0
  对其中 5份 PCR法检出 O157: H7 阳性的样本, 用金标法筛
选,显示均为强阳性;用传统培养法,检测检出 3 份。
3  讨论
本文在改良分子信标技术的基础上, 建立了实时 PCR 快
速检测 O157: H7的方法。结果表明此方法检测 DNA 灵敏度为
64fg/ ul,菌液灵敏度为 59cfu/ ml或 2cfu/ PCR反应体系, 以及特
异性强,与对照组 11 种细菌无交叉反应, 且操作简单, 结果观
察直观明了,可一次检测 96 份样品, 适用于 O157: H7 食物中毒
的快速诊断和大量样品的检测,无交叉污染。对于大便和呕吐
物标本, 从样品处理到检测结 果仅需 2h, 对食品样本仅需 1d
时间。在建立单一实时 PCR快速检测细菌的基础上, 最终实
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